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【研究の目的】
UDP－グルクロン酸転移酵素（以下UGT）は肝臓での薬物代謝の第2相を担う酵素であり、
内在性物質や薬物の代謝、解毒に重要な役割を果たす。UGTはUGTlとUGT2の2つのサブ
ファミリーに分類される。そのうちUGTlは13の可変エクソン1と共通エクソン2－5を持
ち、エクソン1をmRNA　レベルでスプライシングにより切り替えることで一つの遺伝子か
ら、様々な基質に対応する8種の酵素をコードしている（UGTIA1－UGTIAlO）。UGTIA9は
UGTlに属し主にはフェノール類を代謝する酵素である。静脈麻酔薬であるpropofo1は
UGTIA9のみによって代謝される薬剤である。他にmycophenolacid、1－naPhthol、naringenin
なども主にUGTIA9　が解毒代謝を行っている。UGTIA9　の変異および遺伝子多型は、主に
UGTIA9　が代謝解毒する薬剤の薬物動態および副作用の発現に大きな影響を及ぼすと考え
た。そこで（1）日本人のUGTIA9の遺伝子多型解析を行った。（2）（1）で得られた多
型（変異）とUGTlの共通エクソンの変異で過去に他の分子種（UGTIAl，UGTIA6）で酵素
活性に大きな影響を与えることの判明しているY486D変異（UGTIA9ではY483D）について、
propofbl、myCOPhenolacid、1－naPhthol、naringeninの解毒代謝に及ぼす影響を検討した。
【方法】
（1）健康ボランティア100人の末梢血からDNAを抽出し、UGTIA9に特異的なプライマー
を設計してPCR法によりエクソン1の部位とイントロン1の一部を増幅した後、ダイレクト
シーケンスを行って塩基配列を確認した。
（2）培養細胞による発現実験系を用いたUGTIA9の活性の測定
①　発現ベクターの作成および発現実験：肝臓cDNAライブラリーよりPCR法でUGTIA9
のcDNAを増幅しpCR3．］ベクターに組み込んで発現ベクターを作成した。変異はsitedirected
mutagenesis法により導入した。COS7細胞にリボフェクション法を用いて野生型と変異
（D256N，Y486D）をもつUGTIA9を発現させた。
②　酵素活性の測定：150pgの細胞破砕溶液に50mM－Tris－HClbuffbr（PH7．5）、10mMMgC12、
8．5mMサッカロラクトン、UDP－グルクロン酸、基質、［14C］UDP－グルクロン酸を、37℃で
25分反応させた後、100％エタノールで反応を止め、濃縮したものを薄層クロマトグラフィー
で展開し、InstantImager（Packard）で活性を測定した。
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③　ウエスタンブロッテイング‥細胞破砕溶液を電気泳動後、PVDFmembrane（BIO－RAD）に
転写した。ECL Plus WesternBlotting DeteCtion Reagents（Amersham Biosciences）を用いて
UGTIA抗体を反応させ、発現酵素量を定量した。
④　データ解析‥実験で得られた各酵素のKm、Vmax、efnciency（Vmax／Km）について分散分
析を行った。
【結果】
（1）100検体中1検体にD256N（ヘテロ接合体）を認めた。遺伝子頻度は0．005であった。
（2）D256N、Y483D変異をもつUGTIA9のpropofbl代謝活性（efnciency）はそれぞれ野生
型のI9・1％、57．1％に低下していた。Mycophenolacid、1－naPhthol、naringeninに対するD256N
の抽laXは野生型に対しそれぞれ9．5％、66．2％、23．6％に低下しており、Y483Dは33．6％、
126．2％、77．8％であった。D256Nの代謝活性は著明に低下していたのに対し、Y483Dは基質
によっては代謝活性を増加するものもあった。
【考察】
（1）日本人100人の解析では1人にD256Nを認めた。遺伝子頻度は0．005であり、多型で
はなく変異であった。癌患者を対象とした解析で遺伝子頻度が0．0082－0．0092であったという
報告があったが、健康日本人の解析は今回が初めてである。
（2）変異を持つUGTIA9のpropofblに対する活性は、野生型に比べD256Nは19．1％、Y483D
は57．1％と低下がみられた。D256Nは野生型のみならずY483Dに比べても有意にUGTIA9
の活性を下げることが判明した。他の基質（mycophenolacid、1－naPhthol、naringenin）におい
てもD256Nによる酵素活性の低下は著しく、薬剤代謝および副作用の発現にかかわっている
可能性が示唆された。D256Nは日本人とAsian－Americanにのみ報告されており、アジアにお
いては薬剤代謝にかかわる重要な変異である。Y483Dは共通エクソン上の変異であり、これ
までの我々の検討では、UGTIAlにおいてはビリルビンの代謝を10％以下に、UGTIA6では
什utamide　に対する活性が失われることが明らかになっている。しかしUGTIA9　においては
propofblに対するVmaxとefnciencyが各々28．8％と57．1％までしか低下しておらず、同じUGTl
でもisofbrmによりY483Dの及ぼす影響が異なることが明らかになった。
【結論】
1．健康な日本人におけるD256Nの遺伝子頻度を明らかにした。
2．Propofbl、myCOPhenolacid、1－naPhthol、naringeninにおいて、D256NはY483Dよりも著し
くUGTIA9の解毒活性を低下させることを明らかにした。
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UDPグルクロン酸転移酵素（UGT）は肝臓での薬物代謝の第二相を担う酵素であ
り、内在性物質や薬物の代謝、解毒に重要な役割を果たす。本研究は、そのisoform
の一つであるUGTIA9に着目し、日本人での遺伝子多型解析を行い、認められたD
256N変異と他の分子種で判明しているY483D変異について、PrOPOfol等の解
毒代謝に及ぼす影響を発現実験系で検討したものである。
その結果、1）日本人健康ボランティア100人中1検体にD256N変異（ヘテロ
接合体）を認めた。2）UGTIA9・D256Nはpropofolの代謝活性を野生型に
比べて有意に低下させた。Y483Dは低下させるものの有意差はなかった。またD2
56Nはmycophenolic acid，1－naPhthol，naringeninに対しても代謝活性を低下させ
た。
本研究では、健康な日本人で初めてUGTIA9のD256N変異を明らかにし、そ
の変異がpropofolの解毒活性を低下させることを認め、それら薬剤の臨床での副作用
発現との関連性を示唆するものである。よって、博士（医学）の学位を授与するに値す
ると認められた。
（平成20年1月31日）
